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MATERIEL BiOLOGIQUE POUR LE TRAITEMENT D'UN WIAMMIFERE 
D'ANTICORPS ET COMPOSITION PHARMACEUTIQUE LE CONCERNANT. 

fe^ L'invention concerne un materiel biologique pour la 
pT^aration de compositions phamnaceutiques destinees a 
traiter un mammifere par transfert de gene, comprenant, 
soit au moins una sequence d'acides nucleiques contenant 
un gene therapeutique et se presentant sous une forme 
permettant le transfert in vivo dudit gene dans des cellules 
de mammifere, soit au moins une cellule de mammifere ne 
produisant pas naturellement des anticorps, genetique- 
ment modifiee in vitro par au moins une sequence d'acides 
nucleiques precedente, et se presentant sous une forme 
permettant son incorporation dans I'organisme d'un mam- 
mifere ainsi qu'eventuellement sa culture prealable, carac- 
terise en ce que ladite sequence d'acides nucleiques 
contient un gene d'anticorps et des elements assurant !*ex- 
pression in vivo dudit gene d'anticorps et la secretion dans 
la circulation sanguine d'un mammifere d'une quantite the- 
rapeutiquement efficace de cet anticorps ou d'un fragment 
de celui-ci, par des cellules dudit mammifere genetique- 
ment modifiees par ladite sequence d'acides nucleiques et 
ne produisant pas naturellement des anticorps. 

L'invention concerne aussi les compositions pharmaceu- 
tiques comprenant ce materiel biologique.§. 
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MATERIEL BIOLOGIQUE POUR LE TRAITEMENT D ' UN 
MAMMIFERE PAR TRANSFERT DE GENE D'ANTICORPS ET 
COMPOSITION PHARMACEUTIQUE LE CONTENANT . 

La presente invention concerne le domaine de 
la therapie genique consistant a transferer dans les 
cellules d'un sujet au moins un gene codant pour une 
proteine therapeu t ique . Plus part iculierement . 
1' invention concerne le transfert, dans des cellules ne 
produisant pas naturellement des anticorps, de sequences 
d'acide nucleique codant pour tout ou partie ou derive 
d'anticorps therapeut iques impliquant une composante 
proteique participant a I'effet therapeutique , de sorte 
que les cellules genet iquement modifiees par ces 
sequences d'acide nucleique et implantees chez un sujet 
produisent et secretent dans la circulation sanguine 
dudit sujet une quantite therapeut iquement efficace de 

cet anticorps. 

La therapie genique consiste a corriger la 
deficience d'un gene en introduisant , dans les cellules 
ou la deficience dudit gene est cause d'une pathologie, 
une sequence d ' ADN portant 1 ' information genetique 
permettant de remedier la deficiente. Les perspectives 
d' application de la therapie genique dans le domaine des 
maladies genetiques sont nombreuses et 1 ' on peut citer 
par exemple les corrections des thalassemies , de la 
drepanocytose, des deficits du metabolisme hepatique, de 
la mucoviscidoses des myopathies, etc ... (W. F. 
Anderson, 256, S03.. 1992 ; R. C. Mulligan, Science, 
260, 926, 1993 ; D. Miller, Nature, 357, 455, 1992 ; R. 
Morgan et W. F. Anderson, Ann. Rev. Biochem. , 62, 191, 
1993 ; B. Dodet, Biofutur, Mai 1992) . 

Mais la therapie genique permet aussi de 
lutter contre des maladies qui ne relevent pas 
exclusivement d'une deficience genetique, tels que des 
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cancers ou des infections virales, en introduisant dans 
les cellules de 1 * organe ou du tissu atteint un gene 
codant pour une proteine ou un ARN therapeut ique . De 
telles substances therapeut iques sont par example des 
cytokines, des anticorps intracellulaire , des variants 
de proteines virales, des ARNs antisens, des ribozymes, 
etc .... 

Les techniques permettant 1 ' introduction de 
1 ' information genetique dans des cellules sont decrites 
dans la litterature. Deux approches principales peuvent 
cependant etre envisagees. 

La premiere consistant a intrcduire la 
sequence d ' ADN portant 1 ' inf orma t ion genetique 
directement in vivo dans les cellules des organes ou 
tissus cibles de la therapie ou dans des cellules 
d' organes ou de tissus charges de produire la substance 
therapeut ic[ue , soit au voisinage du lieu de production, 
soit de fagon systemique. 

La seconde, relevant de la therapie 
cellulaire et dite ex vivo, consiste a prelever des 
cellules d ' un sujet, a modifier ces cellules in vitro en 
y introduisant la sequence d ' ADN portant 1 ' inf ormat ion 
genetique que 1 ' on souhaite transferer, puis a 
reintroduire les cellules ainsi modifiees dans 
I'organisme du sujet. Cette strategic therapeut ique est 
par example decrite dans le brevet americain 
No. 5 399 346. 

Les sequences d ' ADN portant 1 ' inf ormation 
genetiq^ie que 1 ' on souhaite intrcduire dans les cellules 
sont associes f one tionnellement a des sequences d ' ADN 
permettant leur expression in vivo et peuvent se 
presenter sous plusieurs formes : 

Dans le cas d ' un transfert de gene 
directement in vivo selon la premiere approche envisagee 
ci-dessus, elles peuvent etre utilisees sous forme : 
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libre, c'est a dire transferees sous forme 
d ' ADN nu , comme un plasmide ou un fragment de 
restriction, notamment par injection in vivo dans les 
cellules, comme decrit dans la demande de brevet 
Internationale publiee sous le numero'WO 90 11 092; 

. complexee ou associee a d'autres molecules 
favorisant leur entree dans les cellules eucaryotes 
comme la lipofectin, le transf ectace , le transfectam, la 
polyethylenimmine, etc . . . ; 

. incorporee dans un vecteur viral, lequel 
sera introduit directement in vivo dans les cellules de 
1 ' organe ou du tissu eible par infection. 

- Dans le cas d*un transfert de gene selon 
la seconde approche envisagee precedemment , dite ex 
vivo, la sequence d'ADN est integree in vitro dans des 
cellules qui sont ensuite introduites dans 1 ' organisme 
du sujet; il peut s'agir alors par exemple de cellules 
souches hematopoietique, de lymphocytes T, d ' hepatocytes 
etc... Dans ce cas, les cellules genet iquement modifiees 
in vitro par la sequence d'ADN, selon les techniques 
decrites ci-dessus pour une introduction directement in 
vivo, peuvent avoir ete prelevees du sujet traite ou 
provenir d ' un autre sujet humain ou animal comme le pore 
(E. Cozzi et D. J. G. White, Nature Genetics, 1, 964- 
966, 1995). 

Parmi, les substances capables d' inter ferer 
avec une pathologie et que 1 ' on cherche a produire dans 
1' organisme du patient pour une therapie genique, on 
peut citer cerains antigenes ou anticorps. 

L' expression de sequences d'ADN codant pour 
des proteines antigeniques vise a permettre la 
production, par les cellules genet iquement modifiees par 
cet ADN, d'antigene susceptibles d'induire une 
immunisation de I'individu. Une telle strategic de 
vaccination a par exertple ete mise en oeuvre dans le cas 
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de divers pathogenes dont le virus de la grippe (Tang, 
D. , De Vit, M., et Johnston, Nature, 3 56 , 152-154, 
1992) . 

La production in xriciro d*anticorps, de 
fragments d'anticorps ou de derives d'anticorps tels que 
des anticorps chimer iques , par genie genet ique dans des 
cellules eucaryotes a egalement deja ete decrite, par 
exemple dans les brevets europeens publies sous les 
numeros 120 694 et 125 023. L' injection a des patients 
d'anticorps therapeut iques vise a cibler des antigenes 
impliques dans une pathologie afin de neutraliser soit 
directement, soit par le biais d ' une cascade 
d ' evenements metabol iques ou immuni taires , 1 ' un des 
agents causals de la maladie . On peut citer comme 
exemples de telles strategies therapeu t iques , le 
traitement ou la prevention de lymphomes B (Yefenof, E., 
Picker, L. I., Scheuermann, R. N., Vitetta, E. S., 
Street, N. E,, Tucker, T., Uhr , J. W. , Current Opinion 
in Immunology, 5, 740-744, 1993) . 

La demande de brevet Internationale publiee 
sous le numero WO 94 29 446 decrit 1 'expression 
int racel lulaire de sequences d ' ADN codant pour des 
anticorps- Cette approche permet d'envisager une 
therapie genique directement in vivo de pathologie 
impliquant des composants cellulaires non accessibles 
par les methodes de vaccination tradi t ionnel 1 es ou 
fondee sur la production in vivo d' antigenes 
recombinants. Les sequences d ' ADN exprimees par les 
cellules genet iquement modifiees selon la methode 
decrite dans la demande de brevet Internationale 
WO 94 29 446 sont done essent iellement caracter isees par 
le fait qu'elles con^rennent un gene d'anticorps modi fie 
de fagon a ce que 1' anticorps ne soit pas secrete. 

La pr^sente invention vise au contraire a 
realiser 1* expression in vivo de genes d'anticorps par 
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des cellules qui secreteront lesdits anticorps dans la 
circulation sanguine du mammi f ere porteur des cellules 
genet iquement modifiees par le gene d' anticorps. 

Cette invention est fondee sur la mise en 
evidence que divers types cellulaires, autres que ceux 
produisant naturel lement des anticorps sont capables, 
apres modification genetique, de produire de maniere 
stable in vivo des anticorps. 

En effet, les plasmocytes , qui sont les 
cellules specialisees pour la production d' anticorps, 
constituent de mauvais candidats pour la production a 
long terme d' anticorps therapeut iques par transfert de 
genes; les plasmocytes ont une duree de vie reduite, de 
1 ' ordre de quelques jours, et le fait qu'ils produisent 
deja un autre anticorps est de nature a conduire a des 
associations ou des recombinaisons entre les chaines de 
1' anticorps naturel lement produit et 1' anticorps exprime 
par le gene transfere, ce qui est hautement 
pre judiciable a I'effet therapeut ique recherche. II 
etait done important de montrer que des types 
cellulaires non specialises pour la production naturelle 
d' anticorps etaient susceptibles d' accepter un transfert 
de gene, d'exprimer in vivo un anticorps therapeut ique 
et de secreter des niveaux soutenus avantageusemen t 
regules d'anticorps dans la circulation sanguine d ' un 
mammif ere . 

En consequence, la presente invention 
concerne un materiel biologique pour la preparation de 
compositions pharmaceut iques destinees a traiter un 
mairanifere par transfert de gene, comprenant : 

soit au moins une sequence d'acide 
nucleique contenant un gene therapeut ique et se 
presentant sous une forme permettant le transfert in 
vivo dudit gene dans des cellules de mammifere, 
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- soit au moins une cellule de mammifere ne 
produisant pas na t u r e 1 1 ement des anticorps, 
gene t iquement modifiee In vitro par au moins une 
secjuence d'acide nucleique precedence, et se presentant 
sous une forme permettant son implantation dans 
I'organisme d ' un mammifere ainsi qu ' eventuel lement sa 
culture prealable, 

ledit materiel biologique etant caracterise 
par le fait que ladite sequence d'acide nucleique 
contient un gene d' anticorps et des elements assurant 
1' expression in vivo dudit gene d' anticorps et la 
secretion dans la circulation sanguine d ' un majnmifere 
d • une quantite therapeut iquement efficace de cet 
anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des cellules 
dudit mammifere gene t iquement modifiees par ladite 
sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps. 

Par sequence d'acides nucleiques, on entend 
aussi bien des sequences d ' ADN ou d * ARN ou des sequences 
contenant des nucleotides modifies. 

La sequence d'acides nucleiques entrant dans 
la composition du materiel biologique de 1 ' invention 
comprend : 

au moins un gene d'anticorps 
therapeut ique , c'est a dire un gene codant pour un 
anticorps natif non modifie done naturel, ou un fragment 
d'anticorps, tels que les fragments Fab ou F(ab)*2 ou 
les fragments ScFv, ou encore un derive d'anticorps 
comme un anticorps chimerique ou un anticorps ou 
fragment d'anticorps fusionne a une substance effectrice 
par exemple une toxine ou une hormone; 

- au moins un element assurant 1* expression 
du gene precedent; il s'agit de sequences promotrices de 
la transcription placees en amont du gene d'anticorps et 
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controlant son expression dans les cellules ne 
produisant pas naturellement des anticorps. 

Outre le gene d' anticorps et son promoteur, 
la sequence d'acides nucleiques peut comprendre une 
sequence de terminaison de la transcription, situee en 
aval du gene d' anticorps et permettant la secretion du 
produit du gene d' anticorps dans la circulation sanguine 
du mammifere dont des cellules ont ete genet iquement 
modifiees par la sequence d'acides nucleiques. 

Le promoteur utilise peut etre tout 
promoteur permettant une expression efficace du gene 
qu'il controle dans le type cellulaire genet iquement 
modifie par la sequence d'acides nucleiques. II peut 
ainsi etre un promoteur viral, un promoteur ubiquitaire 
ou specifique de tissu ou encore un promoteur 
synthetique . 

Selon une premiere forme de realisation, le 
materiel biologique de 1' invention comprend une sequence 
d'acide nucleique contenant un gene d* anticorps et des 
elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d' anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d'une quantite therapeut iquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genet iquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps, ladite sequence se 
presentant sous la forme d'une sequence d ' ADN ou d'ARN 
nue. On entend plus particulierement par sequence d'ADN 
nu un plasmide, mais il peut aussi s ' agir de tout autre 
forme d'ADN tel qu'un fragment de restriction. Une 
composition pharmaceut ique a base de ce materiel 
biologique peut etre administree a un individu par 
injection ou electroporation localisee; elle contient 
alors outre, la ou les sequences d'acide nucleique du 
materiel biologique, un vehicule ou adjuvant 
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pharmaceu t iQuement acceptable et compatible avec des 
acides nucleiques. 

Selon une deuxieme forme de realisation, le 
materiel biologique de 1 ' invention comprend une sequence 
5 d'acide nucleic[ue contenant un gene d'anticorps et des 

elements assurant 1 'expression in viv^o dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d * un fragment de celui-ci, par des 

10 cellules dudit mammifere gene t iquement modifiees par 

ladite sequence d' acides nucleiques et ne produisant pas 
naturel lemen t des anticorps, ladite sequence etant 
complexee ou conjuguee a une molecule ou substance 
porteuse favorisant sa penetration dans les cellules 

15 cibles, comme des liposomes ou des vesicules lipidiques. 

Selon une troisieme forme de realisation, le 
materiel biologique de 1' invention comprend une 
sequence d'acide nucleique contenant un gene d'anticorps 

20 et des elements assurant 1' expression in vivo dudit gene - 

d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d*un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d ' un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genet iquement modifiees par 

25 ladite sequence d' acides nucleiques et ne produisant pas 

naturel lement des anticorps, ladite sequence se 
presentant sous la forme d ' un vecteur de transfert. Le 
vecteur dans lequel est incorpore le gene d'anticorps 
peut etre un vecteur viral biologique, comme un 

30 retrovirus, un adenovirus, un parvovirus ou tout autre 

vecteur permettant le transfert efficace in vivo du gene 
d'anticorps dans les cellules d ' un mammifere. Une 
composition pharmaceu t ique a base de ce materiel 
biologique peut etre administree a un individu soit 

35 localement soit par voie systemique selon les methodes 
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classiques de transfert de gene, par transfection d'ADN 
ou d'ARN ou infection par un virus. 

Un quatrieme mode de realisation de 
1' invention releve d'une strategic de transfert de gene 
par therapie cellulaire mettant en oeuvre des cellules 
genet iquement modifiees, Dans ce mode de realisation, le 
materiel biologique de 1' invention est constitue de 
cellules ne produisent pas naturellement des anticorps, 
et se presentant sous une forme permettant leur 
incorporation dans I'organisme d ' un mammifere ainsi 
qu • eventuellement leur culture prealable, lesdites 
cellules etant genetiquement modifiees par au moins une 
sequence d'acide nucleique contenant un gene d'anticorps 
et des elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d ' une quant ite therapeut iquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci. 

Le mode de realisation precedent peut etre 
mis en oeuvre selon deux variantes : 

- Soit, les cellules ne produisant pas 
naturellement des anticorps entrant dans la composition 
du materiel biologique de 1' invention proviennent du 
mammifere a traiter, Dans cette variante, les cellules 
sont preparees par les techniques consacrees de la 
biologie cellulaire et moleculaire, comme par exemple, a 
partir de biopsies prelevees du patient a traiter, puis 
ces cellules sont modifiees genetiquement par la 
sequence d'acide nucleique portant le gene d' anticorps, 
soit par transfection soit par infection par un vecteur 
conforme a ceux decrits precedemment dans le cas d'un 
transfert de gene directement in vivo. Les compositions 
pharmaceutiques fabriquees a partir de ce materiel 
biologique sont administrees en retour au patient dont 
les cellules ont ete prelevees- 
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Soit, les cellules ne produisant pas 
naturellement des anticorps entrant dans la composition 
du materiel biologique de 1* invention proviennent d ' un 
autre mconmifere humain ou animal cjue celui a traiter. 
5 Ces cellules ont ete preparees comme dans la variante 

precedente. Dans le cas de cellules d'origine humaine, 
celles-ci proviennent de donneurs compatibles; dans le 
cas de cellules d'origine non-humaine, on utilise des 
cellules d'animaux genet iquement modifiees, comme le 

10 pore, rendues compatibles pour une greffe d'organe. 

Les cellules precedentes se presentent sous 
une forme permettant leur implantation par tout moyen 
connu dans I'organisme du mammifere receveur , Elles 
peuvent en outre se presenter sous une forme ayant 

15 permis de les cultiver prealablement a la greffe. II 

peut s'agir de tout support ou milieu de culture 
compatible avec leur adminsi trat ion et leur incorpation 
chez le receveur, comme par exemple une matrice du type 
de celle decrite dans la demande de brevet europeen 

20 publiee sous le numero 378 576 concernant des 

f ibroblastes . 

Dans le quatrieme mode de realisation, mais 
aussi pour la preparation des acide nucleiques entrant 
25 dans la composition des materiels biologiques des autres 

mode de realisation de 1' invention, on choisi des 
cellules ne produisant pas naturellement des anticorps 
mais possedant ; 

la capacite de pouvoir secreter des 
30 proteines dans la circulation sanguine d ' un mammifere; 

- une longue duree de vie dans I'organisme 
du mammifere, avantageusement d*au mo ins plusieurs mois 
a plusieurs annees juscju'a la vie entiere du patient. 

Plus particulierement pour le quatrieme mode 
35 de realisation de 1' invention, ces cellules sont 
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choisies pour leur capacite a accepter facilement d'etre 
prelevees, modifiees genetiquement ex vivo et implantees 
chez un mainmifere, 

Parmi les type cellulaires presentant les 
5 caracteristiques precedentes, 1 ' invention envisage plus 

specif iquement les kerat inocytes , les hepatocytes, les 
fibroblastes de peau , les myoblastes, les cellules 
endotheliales et les cellules souches hematopoiet iques . 

II a ete demontre de maniere surprenante 
10 (Fenjves, E. S., Smith, J., Zaradic, S., et Teichman, L. 

B., Human Gene Therapy, 5, 1241-1248, 1994) que les 
kerat inocytes pouvaient produire r e 1 a t i vemen t 
efficacement des proteines vers 1 ' organisme et non pas 
seulement vers I'exterieur. En outre, leur culture est 
15 facile et en routine depuis plusieurs annees dans les 

services hospitaliers pour les greffes de peau . 

La manipulation des hepatocytes est plus 
difficile que celle des keratinocytes . Cependant, il a 
ete montre {Grossman, M. , Raper , S. E,, Kozarsky, K., 
20 Stein, E. A., Engelhart, J. F., Muller, D. , Lupien, P. 

J., Wilson, J. M., Nature Genetics, 6, 335-341, 1994 ; 
Ferry, N. , Duplessis, O., Houssin, D, , Danos , O., Heard 
J-M., Proc. Natl. Acad. Sci . , USA, 88, 8377-8381, 1991) 
que les hepatocytes pouvaient etre infectes par des 
25 retrovirus recombinants a la fois ex vivo et in vivo. 

La culture et la transduction retrovirale 
des fibroblastes de peau sont faciles (Moullier, P. , 
Marechal, V., Danos, 0, Heard, J-M., Transplantation, 
56 , 427-432, 1993). La manipulation des organoides est 
30 aisee (Moulier et al . , Nature Genetics, 4, june 1993, 

154-159). Les fibroblastes presentent 1 * avantage d'etre 
facilement prelevable chez un sujet par une simple 
operation chirurgicale - En outre, des protocoles de 
therapie genique sont en preparation pour la correction 
35 de deficits lysosomiaux chez les enfants. 
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Les myoblastes qui sont des cellules 
musculaires non di f f erenc iees , peuvent aussi etre 
purifies, et seront vraisemblablement utilises sans 
modification genetique dans le cadre du traitement de 
5 certaines maladies degenerat ives (Yao, S-N., Smith, K. 

J., et Kurachi, K., Gene Therapy, 1, 99-107, 1994). 

La modification genetique de cellules 
endotheliales a deja ete realisee pour produire des 
proteines therapeut iques , par exemple dans la demande de 
10 brevet Internationale PCT publiee sous le numero 

WO 90 06997. Les cellules endotheliales, qui constituent 
la parol des vaisseaux sanguins, sont done 
part icul ierement adaptees a la mise en oeuvre du 
materiel biologigue de 1' invention, dont le but est de 
15 faire secreter, par les cellules gene t iquemen t 

modifiees, les anticorps dans la circulation sanguine 
d ' un mammifere. 

D'autres types cellulaires peuvent etre 
envisages, telles que les cellules souches 
20 hematopoiet iques , des lors qu'ils remplissent les 

caracteristiques definies plus haut . 

Le materiel biologique de 1 ' invention trouve 
son application dans la preparation de compositions 
pharmaceut iques destinees a traiter ou a prevenir les 
25 rechutes de cancers, et les infections ou expansions 

virales plus part icul ierement le SIDA. 

Le cancer touche environ une personne sur 
quatre dans les populations occidentales et les 
traitements disponibles aujourd'hui ne sont reellement 
30 sat isf aisants que pour un patient sur deux. 

Des maladies virales graves touchent de 
maniere de plus en plus importante les populations 
humaines, on pense bien entendu plus part icul ierement 
aux virus HIV, pour lequel on ne dispose a 1 ' heure 
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actuelle d ' aucun traitement efficace pour prevenir ou 
traiter 1' infection. 

Le materiel biologique de 1 ' invention est 
remarquable en ce qu'il permet d'envisager une nouvelle 
5 approche therapeutique de ces maladies tres graves. 

En effet, dans le cas des cancers, il permet 
a I'organisme de disposer sur le long terme d'anticorps 
specifiques des cellules tumorales soit cytocides, soit 
induisant la dormance cellulaire. Ce but est atteint en 
10 utilisant des sequences d'acide nucleique portant un 

g^ne codant pour des anticorps diriges centre un 
antigene specif ique de cellules tumorales. 

Dans le cas des infections virales, le 
materiel biologique de 1 ' invention permet a I'organisme 
15 de maintenir sur le long terme un niveau basal 

d' anticorps soit neutralisants pour les virus, soit 
cytocides pour les cellules inf ectees . Ce but est 
atteint en utilisant des sequences d'ADN codant pour des 
anticorps diriges contre un antigene specifique du virus 
20 responsable de la dite infection ou contre un antigene 

specifique des cellules inf ectees par ledit virus. 

La presente invention concerne done aussi 
les compositions pharmaceut iques comprenant un materiel 
biologique tel que defini precedemment . Ces compositions 
25 peuvent contenir outre le materiel biologique de 

1' invention, des vehicules ou adjuvants classiquement 
utilises. Les doses de materiel biologique entrant dans 
ces compositions pharmaceut iques sont adaptees au mode 
d' administration utilisee, a la pathologie visee, de la 
30 sequence d'acide nucleique mise en oeuvre et de sa forme 

de presentation, pour permettre la production et la 
secretion d'une quantite therapeut iquement efficace de 
1' anticorps dans la circulation sanguine du sujet 
traite . 
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L' invention concerne aussi des cellules 
humaines ou non-humaines ne produisant pas na turellement 
des anticorps, mais genet icjuement modifiees par au moins 
une sequence d*acide nucelique contenant un gene 
5 d*anticorps therapeut ique et des elements assurant 

1* expression in vivo dudit gene d'anticorps et la 
secretion dans la circulation sanguine d * un mammifere 
ayant regu lesdites cellules d*une quantite 
therapeut iquement efficace de cet anticorps ou d*un 

10 fragment de celui-ci. 

Ces cellules constituent un materiel 
biologique part iculierement adapte pour la preparation 
de compositions pharmaceut iques destinees a une therapie 
cellulaire ex vivo d'un individu . 

15 Les cellules humaines precedentes, des lors 

qu'elles ne proviennent pas du patient chez lequel elles 
sont implantees, ou les cellules animales, sont bien 
entendu, prealablement a leur implantation, traitees par 
tous moyens physiques ou genetiques, connus de 1 ' homme 

20 du metier, pour etre protegees du systeme immunitaire du 

patient les recevant , 

L'invention a encore pour objet 
1 • utilisation d'un materiel biologique ou de cellules de 

25 precedents, pour la preparation d ' une composition 

pharmaceutique destinee au traitement des cancers ou 
d* infections virales. L'invention concerne aussi 
1 ' utilisation d ' une sequence d'acides nucleiques 
contenant un gene d'anticorps et des elements assurant 

30 1' expression in vivo dudit gene d'anticorps et la 

secretion dans la circulation sanguine d'un mammifere 
d ' une quantite therapeut iquement efficace de cet 
anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des cellules 
dudit mammifere genet iquement modifiees par ladite 

35 sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
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naturellement des anticorps, pour la preparation de 
compositions pharmaceutiques destinees a traiter un 
maitunifere par transfert de gene. Plus particulierement , 
cette utilisation vise la preparation de compositions 
pharmaceutiques destinees au traitement des cancers ou 
d' infections virales. 

L' invention concerne enfin un procede de 
fabrication d'une cellule genetiquement modifies par au 
moins une sequence d'ADN codant pour un anticorps 
therapeutique ou un fragment de cet anticorps, 
caracterisee en ce que 1 ' on transfert par tout moyen 
approprie des sequences d'ADN codant pour un anticorps 
therapeutique ou un fragment de cet anticorps, dans des 
cellules ne produisant pas naturellement des anticorps, 
puis en ce que 1 ' on selectionne parmi ces cellules 
celles genetiquement modifiees par ladite sequence 
d ' ADN . 

Outre les caracteristiques qui precedent, 
1' invention comporte d'autres caracteristiques qui 
apparaitront au cours de la description qui suit et qui 
se referent a des exemples experimentaux de realisation 
et de mise en oeuvre de la presente invention, etant 
entendu que ces exemples ne sauraient constituer une 
quelconque limitation a la portee des revendications . 

Les travaux rapportes ci-dessous ont permis 

de demontrer que : 

- in vitro des cellules prelevables chez le 
patient, modifiables genetiquement ex vivo et 
reimplantables, qui ne produisent pas naturellement des 
anticorps, sont capables de secreter des anticorps 
recombinants conservant les proprietes de 1' anticorps 
d' origine. 
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- au moins un type cellulaire precedent est 
capable de secreter in vivo des anticorps recombinants 
conservant les proprietes de 1' anticorps d'origine. 

I - Definition de 1' anticorps recombinant. 

L* anticorps recombinant modele utilise pour 
les experiences de transfert de gene d' anticorps 
rapportees ci-apres est un anticorps monoclonal de 
sour is anti- thyroglobuline humaine (TglO) (Piechaczyk et 
al., Hybridoma, vol. 4, 4, (1985), 361-367). Son clonage 
moleculaire et la caracterisat ion f onctionnelle des ADN 
complementaires de sa chaine lourde et de sa chaine 
legere ont ete effectues comme indique ci-apres. 

La thyroglobuline est une glycoprot eine 
iodee de haut poids moleculaire impliquee dans la 
synthese, le stockage et la secretion des hormones 
thyroidiques T3 et T4 (Marriq, C., C, Arnaud, M. 
Rolland, and S. Lissitzky, 1980. Eur. J. Biochem. 
111:3347) . Un anticorps monoclonal de souris, designe 
ci-apres TglO, dirige contre une region antigenique 
(region II) frequemment reconnu par des autoant icorps 
naturels chez les patients atteints de maladie de Grave, 
de la thyroidite de Hashimoto et des carcinomes de la 
thyroide, a ete etabli par des membres du laboratoire 
CNRS UMR 9921 de la Faculte de pharmacie de 
Montpelllier , Avenue Charles Flahaut, 34060, Montpellier 
Cedex 01, France (Piechaczyk et al . , Hybridoma, vol. 4, 
4, (1985), 361-367), Les ADN complementaires des chaines 
legeres (Kappa) et lourde (IgGl) de I'anticorps TglO ont 
ete clones dans le vecteur pSPORTl (Gibco/BRL) par les 
techniques consacrees du genir genetique (Sambrook, J., 
E. F. Fritsch, and T. Maniatis, 1989. Molecular Cloning 
: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory 
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Press, Cold Spring Harbor, NY, USA) . Les sequences 
nucleotidiques des parties variables des chaines lourdes 
et legeres qui specifient chacune des chaines 
d'anticorps ont ete determinees et sont representees 
respectivement aux figures 1 et 2 en annexe. Le clonage 
et le sequen<;age des ADNc de I'anticorps TglO ont ete 
effectues au laboratoire sus-ment ionne . 

Pour leur caracterisation f onctionnelle, les 
ADNc de la chaine legere et de la chaine lourde de 
I'anticorps TglO ont ete clones dans le vecteur 
retroviral pLXPXSN (Morgan, R. A., L. Couture, O. Elroy- 
Stein, J. Ragheb, B. Moss, and W. F. Anderson, 1992. 
Nucl. Acids Res 20:1293-1299) soit de part et d' autre de 
la sequence IRES du poliovirus endogene a ce vecteur 
pour former les vecteurs PM130, soit individuellement en 
amont de la sequence IRES pour former les vecteurs PM117 
et PM124, comme represente a la figure 3 en annexe). Les 
cellules simiennes COS-7 (ATCC CRL 1651) ont ensuite ete 
transfectees par la technique au phosphate de calcium 
soit par PM130 seul , soit par la combinaison 
PM117+PM124. La presence dans les surnageants de culture 
d'anticorps reactifs centre la thyroglobuline humaine a 
ete testee par la technique ELISA (Piechaczyk et al . , 
Hybridoma, vol. 4, 4, (1985), 361-367). En outre, les 
constantes cinetiques d ' association et de dissociation 
de I'anticorps recombinant TglO produit par les cellules 
COS-7 avec la thyroglobuline ont ete determinees a 
partir des surnageants de culture par resonance 
plasmonique de surface (Fagerstam, L. G., and R. 
Karlsson. 1993. Biosensor techniques. In 
Immunochemistry . V. Oss and M. vanRegemnortel , eds . M 
Dekker Inc. p. 949-970) suivant la technique Biacore 
developpee par la societe Pharmaci Biosensor. 
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Les valeur de ces constantes sont rapportees 
dans le tableau 1 ci-dessous. 

Tableau 1 



Anticorps 


Constante 
cinetique 
d ' association 
kon (M-ls-1) 


Constante 
cinetique de 
dissociation 
koff (s-1) 


Constante 
d • af finite 
Ka 


Anticorps TglO 
natural 


4, 6 ± 
0, 1 X 105 


5,3 ± 
0,2 X 10-5 


8.6 ± 
0,4 X 109 


Anticorps TglO 

recombinant 

(PM117+PM124) 


1,4 ± 
0, 3 X IQS 


4,3 ± 
1,0 X 10-5 


3,2 ± 
1,4 X 109 


Anticorps TglO 

recombinant 

(PM130) 


2, 1 ± 
1, 5 X 105 


6,0 ± 
0,4 X 10-5 


3.5 ± 
2,7 X 109 


Chaine lourde de 
1' anticorps TglO 
recombinant 
(PM117+PM124) 


1,0 ± 
0,3 X 105 


3,0 ± 
0,2 X 10-4 


3.3 ± 
1,2 X 108 



5 

De facpon surprenante, le tableau 1 montre 
que la chaine lourde synthetisee seule a partir de PM124 
est secretee par les cellules COS-7 et reconnait la 
thyroglobul ine humaine avec une affinite diminuee 
10 seulement de 10 fois par rapport a 1* anticorps complet, 

II - Lianees productrices de retrovirus. 

La plupart des cellules primaires sont 
15 extremement sensibles aux methodes de transfection 

classiques. En outre, la duree de vie, et done 
1 ' expression, de 1 ' ADN transfecte est en general tres 
courte dans la plupart des cellules transf ectees , 

Pour permettre une infection efficace de 
20 types cellulaires varies et une expression sur le long 

terme de 1 'anticorps TglO dans les cellules 
genet iquement modifiees, une lignee cellulaire 
productrice de retrovirus recombinants vehiculant et 
exprimant les ADNc de 1' anticorps TglO a ete etciblie* 
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Les cellules d ' empaque tage retroviral 
amphotrope PA 317 (Miller, D. and Buttimore, 1986, 
Molec. Cell Biol. 6, 2895-2902) ont ete transfectees par 
la technique du precipite au phosphate de calcium par le 
5 vecteur retroviral PM130. Plusieurs clones producteurs 

stables ont ete etablis. La lignee PA130.10 a ete 
utilisee pour les experiences d' infection ulterieures. 
Son titre en virus, dose sur la lignee indicatrice NIH 
3T3 (Miller, D. and Buttimore, 1986, Molec. Cell Biol. 
10 6, 2895-2902) a ete de 10^ cfu/ml. 

Ill - Experiences in vitro. 

Les retrovirus produits par la lignee 
15 PA130-10 ont ete utilises pour infecter differentes 

lignees cellulaires etablies representatives de 
differents types cellulaires disponibles aupres de 
1 'American Type Culture Collection (ATCC) : 

- lignee NIH3T3 de fibroblastes murins; 
20 - lignee A431 de keratinocytes h\imains; 

- lignee HepG2 d ' hepatocytes humains; 

- lignee C2C12 de myoblastes. 

Differents clones cellulaires ont ete 
derives pour chaque type de transduction retrovirale et 
25 I'anticorps TglO produit dans le surnageant de culture a 

ete dose par ELISA. Les resultats obtenus sont rapportes 
dans le tableau 2 ci-dessous. 

Tableau 2 



Lignees 


Ajiticorps TglO 


Liqnee NIH3T3 


88 +/- 65 ng / 10^ cellules / 24hrs 


Lignee A431 


35 +/- 6 ng / 10^ cellules / 24hrs 


Liqnee HepG2 


3,5 +/- 1,5 ng / 10^ cellules / 24hrs 


Liqnee C2C12 


2 +/- 0,6 ng / 10^ cellules / 24hrs 



30 
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En outre, dans le cas des myoblastes C2C12 
differencies in vitro en myotubes la production est 
conservee . 

Les proprietes thermody namiques et 
5 cinetiG[ues des anticorps produits par ces differents 

types cellulaires determinees par resonance plasmonique 
de surface selon la technogie BIAcore (Pharmacia 
Biosensor) se sont revelees etre identiques a celles de 
1' anticorps TglO de depart. 
'0 Les vecteurs retroviraux ont dans un second 

temps ete utilises pour infecter des fibroblastes 
primaires de peau de souris (infection retrovirale et 
des hepatocytes humains ( transf ect ion) . Les productions 
en anticorps ont ete respect ivement de : 
15 - 10 a 20 ng / 10^ cellules / 3 jours, et de 

- 1 a 10 ng / 10^ cellules / 4 jours. 
De meme, les caracter ist iques des anticorps 
produits ont ete les memes que celles de 1' anticorps de 
depart . 

20 

IV - Experience in vivo, 

Des cellules C2C12 modifiees genet iquement 
et qui ont conserve la capacite de se differencier en 

25 myotubes ont ete implantees par injection dans les 

jambiers anterieurs de 4 souris syngeniques C3H a raison 
de 10^ cellules par jambier. 

Chez 3 des 4 souris, la production 
d' anticorps recombinants ayant conserve les proprietes 

30 thermodynamique et la propriete de reconnaissance de 

I'antigene de 1' anticorps de depart a ete suivie pendant 
deux mois. La quantite d'anticorps produite s'est 
regul ierement elevee du niveau de base a une production 
d* environ 100 ng/ml de serum. 

35 
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REVENDICATIONS. 

1) Materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceut iques destinees a traiter un 
mammifere par trans fert de gene, comprenant, soit au 
moins une sequence d'acide nucleique contenant un gene 
therapeutique et se presentant sous une forme permettant 
le transfert in vivo dudit gene dans des cellules de 
mammifere, soit au moins une cellule de mammifere ne 
produisant pas na turel lemen t des anticorps, 
genet iquement modifiee in vitro par au moins une 
sequence d'acide nucleique precedente, et se presentant 
sous une forme permettant son incorporation dans 
I'organisme d ' un mammifere ainsi qu ' eventuel lemen t sa 
culture prealable, caracterise en ce que ladite sequence 
d'acides nucleiques contient un gene d'anticorps et des 
elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d ' une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genet iquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps. 

2) Materiel biologique selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence d'acide nucleique contenant un gene d' anticorps 
et des elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d' anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d'une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genet iquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps, ladite sequence se 
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presentant sous la forme d ' une sequence d ' ADN ou d ' ARN 
nue , 

3) Materiel biologique selon la 
revendicat ion 1, caracterise en ce qu*il comprend une 
sequence d'acide nucleique contenant un gene d'anticorps 
et des elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d ' un mammifere d ' une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d * un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere genet iquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturel lement des anticorps, ladite sequence etant 
complexee ou conjuguee a une molecule ou substance 
por teuse . 

4) Materiel biologique selon la 
revendicat ion 1, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence d'acide nucleique contenant un gene d'anticorps 
et des elements assurant 1' expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un mammifere d ' une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d ' un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere gene t iquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturel lement des anticorps, ladite sequence etant un 
vecteur permettant le transfert efficace in vivo du gene 
d'anticorps dans des cellules. 

5) Materiel biologique selon la 
revendicat ion 4, caracterise en ce que le vecteur est un 
vecteur viral biologique. 

6) Materiel biologique selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu'il est constitue 
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de cellules ne produisent pas natural lament das 
anticorps, sous une forme permettant leur incorporation 
dans I'organisme d'un mammifere ainsi qu ' eventual lament 
leur culture prealable, lesdites cellules etant 
genet iquement modifiees par au moins une sequence 
d'acides nucleiques contenant un gene d'anticorps et des 
elements assurant 1 'expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un maiTunifere d ' une quantite therapeut iquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de calui-ci. 

7) Materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees a traiter un 
mammifere par transfert de gene, selon la revendication 
6, caracterise en ce que les cellules ne produisant pas 
naturellement des anticorps proviennent du mammifere a 
traiter , 

8) Materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceutiques destinees a traiter un 
mammifere par transfert de gene, selon la revendication 
6, caracterise en ce que les cellules ne produisant pas 
naturellement des anticorps proviennent d'un autre 
mammifere cfue celui a traiter et ont subit un traitement 
les rendant compatibles. 

9) Materiel biologique selon 1 ' une 
quelconque des revendicat ions precedentes, caracterise 
en ce que les cellules ne produisant pas naturellement 
des anticorps sont choisies parmi celles possedant : 

la capacite de pouvoir secreter des 
proteines dans la circulation sanguine d'un mammifere; 

- une longue duree de vie dans I'organisme 
d'un mammifere. 
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10) Materiel biologique selon la 
revendicat ion 9, caracterise en ce que les cellules ne 
produisant pas naturel lement des anticorps sont choisies 
parmi celles acceptant facilement d'etre prelevees, 
modifiees genet iquement ex vivo et implantees chez un 
maiTuni fere . 

11) Materiel biologique selon 1 * une 
quelconque des revendications 9 et 10, caracterise en ce 
que les cellules ne produisant pas naturellement des 
anticorps sont choisies parmi les kerat inocy tes , les 
hepatocytes, les fibroblastes de peau , les myoblas tes , 
les cellules endotheliales et les cellules souches 
hematopoiet iques . 

12) Materiel biologique selon 1 ' une 
quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que le gene d' anticorps est un gene codant pour un 
anticorps natif, un fragment ou un derive de cet 
anticorps tel qu ' un anticorps chimerique. 

13) Materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceut iques destinees a traiter ou a 
prevenir un cancer chez un sujet, selon la revendicat ion 
12, caracterise en ce que ledit anticorps, fragment ou 
derive d' anticorps est dirige contre un antigene 
specif ique de cellules tumorales. 

14) Materiel biologique pour la preparation 
de compositions pharmaceut iques destinees a traiter ou a 
prevenir une infection ou une expansion virale chez un 
sujet, selon la revendicat ion 12, caracterise en ce que 
ledit anticorps fragment ou derive d' anticorps est 
dirige contre un antigene specifique du virus 
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responsable de la- dite infection ou centre un antigene 
specif ique des cellules infectees par ledit virus. 

15) Composition pharmaceut ique comprenant un 
5 materiel biologique selon 1 ' une quelconque des 

revendicat ions 1 a 14 avantageusement en association 
avec un vehicule pharmaceut iquement acceptable. 

16) Cellule humaine ou non ne produisant pas 
10 naturellement des anticorps, caracterisee en ce qu'elle 

est genet iquement modifiee par au moins une sequence 
d'acide nucleique contenant un gene d'anticorps 
therapeutique et des elements assurant 1' expression in 
vivo dudit gene d'anticorps et la secretion dans la 
15 circulation sanguine d'un mammifere ayant requ lesdites 

cellules d'une quantite therapeut iquement efficace de 
cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci. 

17) Utilisation d'un materiel biologique 
20 selon 1 ' une quelconque des revendicat ions 1 a 14 ou de 

cellules selon la revendication 16, pour la preparation 
d'une composition pharmaceut ique destinee au traitement 
des cancers ou d' infections virales. 

25 18) Utilisation d'une sequence d'acide 

nucleiques contenant un gene d'anticorps et des elements 
assurant 1' expression in vivo dudit gene d'anticorps et 
la secretion dans la circulation sanguine d'un mammifere 
d'une quantite therapeut iquement efficace de cet 

30 anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des cellules 

dudit mammifere genet iquement modifiees par ladite 
sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturellement des anticorps, pour la preparation de 
compositions pharmaceut iques destinees a traiter un 

35 mammifere par trans fert de gene. 
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19) Utilisation selon la revendicat ion 18, 
pour la preparation d ' une composition pharmaceu t ique 
destinee au traitement des cancers ou d' infections 
virales . 

20) Precede de fabrication d'une cellule 
selon la revendication 16, caracterise en ce que 1 ' on 
trans fert par tout moyen approprie au moins une sequence 
d'acides nucleiques contenant un gene d'anticorps et des 
elements assurant 1 'expression in vivo dudit gene 
d'anticorps et la secretion dans la circulation sanguine 
d'un majTunifere d ' une quantite therapeutiquement efficace 
de cet anticorps ou d'un fragment de celui-ci, par des 
cellules dudit mammifere gene t iquement modifiees par 
ladite sequence d'acides nucleiques et ne produisant pas 
naturel lement des anticorps dans des cellules ne 
produisant pas naturel lement des anticorps, puis en ce 
que 1 • on selectionne parmi ces cellules celles 
genet iquement modifiees par ladite sequence d'acide 
nucleique . 
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Fig, 1 



ATG GGT TGG CTG 
M G W L 

-20 

ATC CAC TTG GTA 
I H L V 



TGC AAG GCT TCT 
C K A S 

GGA AAG GAT TTA 
G K D L 

GAT GAC TTC AAG 
D D F K 

CAG ATC GAC AAC 
Q I D N 
82 82A 82B 

TTT ATT ACT ACG 
F I T T 



TGG AAC TTG CTA 
W N L L 



CAG TCT GGA CCT 
Q S G P 

GGG TAT ACC TTC 
G Y T F 

AAA TGG ATG GGC 
K W M G 



GGA CGC TTT GCC 

G R F A 

CTC AAA AAT GAG 

L K N E 
82C 

GCT CTT GAC ACC 

A L D T 
100 



TTC CTG ATG GCA 
F L M A 
-10 

GAG CTG AAG AAG 

E L K K 
10 

ACA TCG TAT GGC 

T S Y G 
30 

TGG ATA AAC ACC 

W I N T 
50 52 52A 

TTC TCT TTG GAC 
F S L D 

70 

GAC ACG GCT ACA 
D T A T 



TGG GGC CAA GGC 
W G Q G 



GCT GCC CAA AGT 
A A Q S 

CCT GGA GAG ACA 
P G E T 

TTG ACC TGG GTG 
L T W V 



TTC TCT GGA GTG 
F S G V 

ACC TCT ACC AGC 
T S T S 

TAT TTC TGT TCA 

Y F C S 
90 

ACC TCT CTC ACA 
T S L T 
110 



GCC CAA GGA CAG 
A Q G Q 
-1 1 

GTC AAG ATC TCC 
V K I S 
20 

ATA CAG TCT CCA 
I Q S P 
40 

CCA ACA TAT GCT 
P T Y A 
60 

ACT GCC TAT TTG 
T A Y L 
80 

AGA AGG C-GG GGT 

R R G G 
94 

GTC TCC TCA GCC 
V S S A 
113 
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Fig, 



ATG AAG TTG CCT GGT AGG CTG TTG GTG CTG ATG TTC TGG ATT CCT GCT TCC AAT AGT AAT 

MKLPGRLLVLMFWIPASNSN 
-19 ' -10 _1 , 

GTT GTG ATG ACC CAA ACT CCA CTC TCC CTG TCT GTC AGT CTT GGA GAT CAA GCC TCC ATC 
VVMTQTPLSLSVSLGDQASI 

10 20 

TCT TGC AGA TCT AGT CAG AGC ATT GTA CAT AGT AAT GGA AAC ACC TAT TTA GAA TGG TAC 

SCRSSQSIVHSNGNTYLEWY 
27 27A 27B 27C 27D 27E 

CTG CAG AAA CCA GGC CAG TCT CCA AAG CTC CTG ATC TAT AAA GTT TCC AAC CGA TTG TCT 

^QKPGQSPKLLIYKVSNRLS 
40 50 

GGG GTC CCA GAC AGG TTC AGT GGC AGT GGA TCA GGG ACA GAC TTC ACA CTC AAA ATC AGC 

GVPDRFSGSGSGTDFTLKIS 
60 70 

AGA GTG GAG GCT GAG GAT CTG GGA CTT TAT TAC TGT TTT CAA GGT TCA CAT ATT CCA TTC 

RVEAEDLGLYYCFQGSHI PF 
80 90 

ACG TTC GGT TCG GGG ACA AAG TTC GAA ATA AAA CGG GCT GAT GCT GCA CCA ACT GTA TCC 
TFGSGTKLEIKRADAAPTVS 
100 110 
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